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ISTORIJSKI PREGLED METODA DETERMINACIJE POLA PTICA* 
HISTORICAL OVERVIEW OF METHODS FOR SEX DETERMINATION IN BIRDS
Vučićević Miloš, Stevanović Jevrosima, Šekler Milanko, Resanović Radmila, 
Stanimirović Zoran**
Determinacija pola ptica je komplikovana, prevashodno jer 
je preko 50% vrsta monomorfno (nema morfoloških razlika između 
polova). Pre primene molekularno genetičkih metoda, koristile su se 
brojne metode čija je glavna karakteristika da su nepouzdane. Zbog 
značaja analiza, one moraju biti pouzdane, ekonomične, bezbedne 
i brze. Visokokonzervativni CHD gen je definisan 1995. godine 
na W hromozomu ptica, dok je na Z hromozomu definisan dve 
godine kasnije. Razlika u dužini intronskih sekvenci CHD gena Z i 
W hromozoma, omogućava razlikovanje polova nakon amplifikacije 
specifičnih fragmenata primenom specifičnih prajmera. Molekularno 
genetičke metode imaju primat nad svim ostalim metodama jer osim 
toga što su bezbedne za izvođenje (i po pticu i po čoveka), daju 
pouzdane rezultate, a mogu se koristiti kod svih vrsta ptica.
Ključne reči: Određivanje pola, Ptice, CHD gen, PCR, Molekularno 
genetičke metode
Ideje	 o	 postojanju	 polnog	 dimorfizma	 živog	 sveta,	 poreklu	 i	 određivanju	
polova	stare	su	više	od	tri	hiljade	godina.	Određivanje	pola	kod	ptica	 je	znatno	
teže	nego	kod	sisara	(Stevanović	i	sar.,	2009,	Stanimirović	i	sar.,	2012)	i	izuzetno	
je	 zahtevno	 jer	 je	 preko	 50%	 vrsta	 ptica	 monomorfno.	 Takođe,	 kod	 bimorfnih	








skupo	 i	komplikovano	(Vučićević	 i	sar.,	2010).	 Identifikacija	pola	ptica	mora	biti	
pouzdana,	brza,	ekonomična	i	bezbedna	po	jedinku	i	osobu	koja	analize	obavlja	
(Bošnjak	i	sar.,	2013).
Određivanje pola ptica praćenjem njihovog ponašanja /  
Avian sex determination by behavior monitoring
Metode	koje	su	se	najpre	primenjivale	u	cilju	određivanja	pola	ptica	zasnivale	




uneti	 sposobnost	 ženki	 mnogih	 vrsta	 ptica	 (u	 odsustvu	mužjaka)	 da	 preuzmu	
obrasce	ponašanja	karakteristične	za	mužjake	(Elliot,	1978).
Determinacjia pola ptica na osnovu morfoloških osobina /  
Avian sex determination based on morphologic characteristics
Razlikovanje	 polova	 na	 osnovu	 morfoloških	 karakteristika	 je	 i	 danas	
najzastupljenija	metoda	određivanja	pola	ptica.	Metoda	 je	 jednostavna	 i	 jeftina	
(Eason	i	sar.,	2001),	nešto	pouzdanija	od	proučavanja	ponašanja,	ali	su	rezultati	
uglavnom	daleko	od	pouzdanih.	Razlike	u	fenotipu	mogu	biti	 toliko	izražene	da	







2000),	 oblik,	 veličina	 i	 obojenost	perja	 (Baker	 i	Piersma,	1999),	 dužina	glave	 i	
dužina	kljuna	(Jodice	i	sar.,	2000),	debljina	osnove	kljuna	(Lorentsen	i	Røv,	1994),	
dužina	krila	od	karpalnog	zgloba	do	najudaljenijeg	vrha	(Quintana	i	sar.,	2003),	
dužina	 ili	debljina	 tarzusa	(Reynolds	 i	sar.,	2008)	 ili	 rastojanje	 između	pubičnih	
kostiju	 (Mendenhall	 i	 sar.,	 2010).	 Ipak,	 razlike	 mogu	 postojati	 između	 istih	











(Eda-Fujiwara	 i	 sar.,	 2004).	Takođe,	 nedostatak	metode	 jeste	 da	 je	 primenjiva	
samo	kod	odraslih	jedinki	koje	se	glasno	oglašavaju	(Volodin	i	sar.,	2009).
U	komercijalnom	živinarstvu	za	seksiranje	pilića	koristi	 se	 razlika	u	kloaki	
mužjaka	 i	 ženki,	 odnosno	 utvrđuje	 se	 prisustvo	 pseudopenisa.	 Intenzivno	
živinarstvo	 nije	 u	mogućnosti	 da	 izdrži	 ekonomske	 troškove	 koji	 nastaju	 usled	
gajenja	 mužjaka	 do	 trenutka	 kada	 se	 mogu	 razlikovati	 od	 ženki	 na	 osnovu	
spoljašnjeg	izgleda	i	njihovo	isključivanje	iz	proizvodnje	tek	u	tom	trenutku.	Ova	
jeftina,	 brza	 i	 efikasna	metoda	 se	 koristi	 poslednjih	 6	decenija	 i	 u	 intenzivnom	
živinarstvu	je	nezamenjiva,	a	može	se	koristiti	i	kod	labudova	(Hochbaum,	1942).	
Uspešnost	 analize	 (koja	 obično	 traje	 2	 –	 3	 sekunde)	 zavisi	 od	 istreniranosti	
pregledača	 i	 kreće	 se	 od	 95%	 kod	 iskusnih,	 do	 60%	 kod	 manje	 iskusnih	 i	
neiskusnih	 pregledača	 (Bramwell,	 2003).	 Kod	 divljih	 ptica	 (najčešće	 iz	 redova	
Procellariiformes,	 Sphenisciformes	 i	 Gruiformes)	 analizira	 se	 veličina	 otvora	
kloake	 jer	 bi	 kod	 ženke	 trebalo	 da	 bude	 veći	 usled	 potrebe	 prolaska	 jajeta	
(Boersma	i	Davies,	1987).	Ograničenja	su	svakako	brojna	i	odnose	se	na	potrebu	
visokoobučenog	osoblja,	 fazu	reproduktivnog	ciklusa	u	kojoj	se	životinja	nalazi,	
vreme	koje	 je	proteklo	od	nošenja	 jajeta,	potrebu	poznavanja	kloake	mužjaka	 i	
nemogućnost	primene	kod	jedinki	koje	se	ne	koriste	za	reprodukciju	(Boersma	i	
Davies,	1987).	
Određivanje pola ptica analizom fekalnih steroida / 
Avian sex determination by analysis of fecal steroids
Analiziranje	nivoa	fekalnih	steroida	je	metoda	određivanja	pola	primenjivana	
još	od	1978.	godine	 i	bazira	se	na	utvrđivanju	odnosa	koncentracije	estrogena	
i	 testosterona	 u	 fecesu	 ptica	 (Bercovitz	 i	 sar.,	 1978).	 Uzorak	 za	 analizu	 uvek	
mora	biti	svež,	a	jedinka	od	koje	se	uzima	uzorak	izolovana	od	drugih.	Nedostaci	
se	 ogledaju	 u	 potrebi	 za	 poznavanjem	 referentnih	 vrednosti	 nivoa	 hormona	
kod	mužjaka	 i	 ženki,	 postojanju	 sezonskih	 varijacija	 u	 lučenju	 hormona,	 kao	 i	
značajnim	odstupanjima	kod	polno	nezrelih	jedinki	(Archawaronon,	1998).
Primena ultrazvuka u određivanju pola ptica /  
Determination of sex in birds by ultrasound
Primena	 ultrazvuka	 u	 određivanju	 pola	 sisara	 je	 vrlo	 efikasna	 i	 pre	 i	
postnatalno.	Međutim,	kod	ptica	upotrebu	ultrazvuka	veoma	otežava	postojanje	
vazdušnih	 kesa	 i	 perja,	 kao	 i	mali	 razmak	 između	 sternuma	 i	 pubičnih	 kostiju	
(McMillan,	1988).	Pri	primeni	transklokalnih	sondi	neophodno	je	ispiranje	kloake,	
dok	 je	 tehnički	 verovatno	 najznačajniji	 nedostatak	 ove	 metode	 potreba	 za	
sondama	veoma	malih	dimenzija.
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Hirurške metode određivanja pola ptica / 
Determination of sex in birds by surgical methods
Hirurške	metode	 određivanja	 pola	 kod	 ptica	 (laparoskopija	 i	 laparotomija)	
su	 svakako	 potpuno	 pouzdane	 jer	 omogućavaju	 direktnu	 vizuelizaciju	 gonada.	
Međutim,	 rizik	 od	 postoperativnih	 infekcija	 i	 neophodnost	 primene	 opšte	
anestezije	 često	 ih	 čine	 nepogodnim	 za	 primenu	 (Jones	 i	 sar.,	 1984).	 Ove	
metode	podrazumevaju	korišćenje	različitih	instrumenta	poput	otoskopa	(Ingram,	




Citogenetičke analize pri određivanju pola ptica /  








kreće	 od	 40	 do	 126	 i	 nemoguće	 je	 napraviti	 univerzalan	 metod	 određivanja	
pola	analizom	Z	 i	W	hromozoma.	Takođe,	kod	ptica	trkačica	razlike	 između	Z	 i	
W	hromozoma	gotovo	da	ne	postoje	(Malagó	i	sar.,	2002).	Navedene	činjenice	
komplikuju	 postupak	 dobijanja	 jasnog	 kariotipa	 i	 smanjuju	 preciznost	 metode	
(Griffiths	i	Phil,	2000).
Primena protočne citometrije u određivanju pola ptica /  
Determination of sex in birds by flow cytometry
U	 cilju	 određivanja	 pola	 ptica	 (pretežno	 u	 eksperimentalne	 svrhe)	 1990.	
godine	je	razvijena	metoda	koja	primenjuje	protočnu	citometriju	(Nakamura	i	sar.,	
1990).	Mala,	ali	merljiva	razlika	u	količini	DNK	unutar	ćelija	mužjaka	i	ženki	čini	











Molekularno-genetičke metode za određivanje pola ptica /  
Determination of sex in birds by molecular methods
Sve	 navedene	 metode	 (uključujući	 još	 i	 UV-rezonantnu	 Ramanovu	
spektroskopiju)	traže	dosta	vremena	za	dobijanje	rezultata,	zahtevne	su,	skupe	i	
uglavnom	su	invazivne	(Morinha	i	sar.,	2012).	Kako	bi	se	ovi	nedostaci	savladali,	




tehnika	 koje	 se	 poslednje	 dve	 decenije	 uspešno	 koriste	 za	 određivanje	 pola	
(Fridolfsson	i	Ellegren,	1999).
Analiza	 DNK	 se	 pokazala	 kao	 odličan	 osnov	 za	 razvoj	 pouzdane,	 brze	
i	 ekonomične	metode	 određivanja	 pola	 ptica.	 Razvoj	 PCR	 (Polymerase Chain 
Reaction)	tehnike	sredinom	osamdesetih	godina	prošlog	veka	označio	je	početak	
potpuno	nove	ere	u	istraživanjima	molekula	DNK	(Alberts	i	sar.,	2002).	Savremena	




pojedinih	 tkiva	 ne	 zahteva	 uvek	 direktan	 kontakt	 sa	 jedinkom,	 hvatanje,	
manipulaciju,	 fiksiranje,	 a	 samim	 tim	 i	 stresiranje	 životinje.	 Determinaciju	 pola	
analizom	DNK	moguće	 je	 izvršiti	 i	 kod	embriona,	a	ne	samo	kod	 tek	 izleženih	
jedinki.
Prvom	DNK	tipizacijom	otkrivena	je	repetitivna	sekvenca	na	W	hromozomu	
1991.	godine,	a	 istovremeno	 je	utvrđeno	da	70	 -	90%	W	hromozoma	kokoške	
čine	upravo	repetitivne	sekvence	(Saitoh	i	sar.,	1991).	Potom	je	1992.	godine	za	
određivanje	pola	pilećeg	embriona	primenjen	PCR	(Petitte	 i	Keglemeyer,	1992)	
i	usledili	su	razvoj	i	primena	brojnih	metoda:	SSCP	(Single Strand Conformation 
Polymorphism)	(Glavac	i	Dean,	1993),	analiza	mikrosatelita	(Graves	i	sar.,	1993),	
upotreba	prajmera	specifičnih	za	W	hromozom	(Clinton,	1994),	RAPD	(Random 
Amplified Polymorphic DNA)	 (Sabo	 i	 sar.,	 1994),	 RFLP	 (Restriction Fragment 
Length Polymorphism)	 (Miyaki	 i	 sar.,	 1997),	AFLP	 (Amplified Fragment Length 
Polymorphism)	 (Griffiths	 i	Orr,	 1999),	amplifikacija	mikrosatelita	 (Nesje	 i	Røed,	
2000),	ARMS	(Amplification Refractory Mutation System)	(Chen	i	Sullivan,	2003)	
i	Real-time	quantitative	PCR	(Arya	i	sar.,	2005).



















uz	 denaturaciju	 dvolančanog	 PCR	 produkta,	 nakon	 čega	 sledi	 razdvajanje	





moguće	 je	 primenom	 RFLP	 metode	 (engl.	 Restriction Fragment Length 
Polymorphism	 tj.	 polimorfizam	 dužine	 restrikcionih	 fragmenata)	 (Parsons	 i	
sar.,	 1997).	Tokom	RFLP	 reakcije	DNK	 sekvence	 se	 izlažu	 delovanju	 različitih	
restrikcionih	 endonukleaza,	 nakon	 čega	 sledi	 elektroforetsko	 razdvajanje	
produkata	 na	 agaroznom	 gelu.	 Iako	 je	 metoda	 dosta	 jednostavna	 i	 brza	 za	
izvođenje,	nije	našla	značajniju	primenu	zbog	komplikovanog	odabira	adekvatnih	
restrikcionih	 mesta	 usled	 izuzetne	 varijabilnosti	 nukleotidnih	 sekvenci	 koje	 se	
koriste	kao	markeri	(Costantini	i	sar.,	2008).
Određivanje	 pola	 primenom	 RAPD	 metode	 (engl.	 Random Amplification 
of Polymorphic DNA)	podrazumeva	primenu	slučajno	odabranog	pojedinačnog,	
oligonukleotidnog	 prajmera	 koji	 umnožava	 delove	 genomske	 DNK	 (Galvão	 i	
Lages-Silva,	2008).	Osnovni	problem	metode	predstavlja	nespecifičnost	reakcije	
koja	 nastaje	 kao	 posledica	 niskih	 temperatura	 hibridizacije	 (najčešće	 35	 do	







Length Polymorphism)	 kombinuje	 istovremenu	 primenu	 PCR	 i	 digestije	 DNK	
restrikcionim	 enzimima	 (Vos	 i	 sar.,	 1995).	 Početak	 reakcije	 podrazumeva	
razgradnju	 DNK	 delovanjem	 dve	 restrikcione	 endonukleaze.	 Potom	 sledi	
vezivanje	 oligonukleotidnih	 adaptera	 za	 kohezivne	 završetke	 fragmenata	
nastalih	 delovanjem	 endonukleaza	 i	 amplifikacija	 selektivnim	 prajmerima,	
komplementarnim	 oligonukleotidnim	 adapterima	 i	 specifičnim	 nukleotidima	
originalne,	 početne	 sekvence.	 Na	 kraju,	 odvija	 se	 selektivna	 amplifikacija	 istih	








primene	pozitivne	kontrole	ne	možemo	biti	 sigurni	 da	 li	 je	 reakcija	neuspela	 ili	
je	uzorak	poreklom	od	mužjaka	(Griffiths,	2000).	Posledično,	mužjaci	mogu	biti	
determinisani	samo	ukoliko	nije	prisutna	traka	karakteristična	za	ženke,	a	prisutan	
marker	 koji	 označava	 pozitivnu	 kontrolu.	 W-specifične	 sekvence	 lokalizovane	
RAPD	i	AFLP	metodama	koristile	su	se	za	sintetisanje	prajmera	za	PCR	reakcije	
u	cilju	pojednostavljivanja	procesa	određivanja	pola	(Griffiths	i	Orr,	1999).
Kod	 ptica	 je	 moguće	 određivanje	 pola	 i	 analizom	 mikrosatelita.	 Oni	 su	





ARMS	 metodom	 (engl.	 Amplification-Refractory Mutation System) se	












se	aleli	 na	Z	 i	W	hromozomima.	Amplifikacijom	alela	 i	 njihovom	vizuelizacijom	


















pola)	 na	 Z	 i	 W	 hromozomu	 i	 njihova	 primena	 u	 cilju	 određivanja	 pola	 ptica	
predstavljalo	je	revoluciju	u	ovoj	oblasti.	Sekvence	koje	su	od	najvećeg	značaja	
su:	Wpkci	 gen	 (Hori	 i	 sar.,	 2000),	EE0.6	 gen	 (Ogawa	 i	 sar.,	 1997),	ATP5A1W	
gen	 (Fridolfsson	 i	 sar.,	 1998)	 i	 Spindling	 geni	 (Itoh	 i	 sar.,	 2001).	 Međutim,	
brojnim	 analizama	 je	 utvrđeno	 da	 CHD	 gen	 (engl.	 Chromo	 Helicase	 DNA	 –
binding	 gene)	 ima	 najveći	 potencijal	 da	 se	 koristi	 kao	 univerzalni	 molekularni	
marker	za	određivanje	pola	ptica.	CHD-W	gen	 je	prvi	put	opisan	1995.	godine	
(Griffiths	 i	 Tiwari,	 1995),	 dok	 je	 CHD-Z	 otkriven	 dve	 godine	 kasnije	 (Griffiths	 i	
Korn,	 1997).	 Visokokonzervativne	 kodirajuće	 sekvence	CHD-Z	 i	 CHD-W	 gena	
su	 jednake	 dužine	 i	 njihovo	 razlikovanje	 je	 nemoguće	 na	 agaroznom	 gelu	
(Fridolfsson	i	Ellegren,	1999).	Razlike	koje	omogućavaju	određivanje	pola	su	na	
nivou	introna	jer	je	intronska	sekvenca	podložna	brzim	promenama	i	mutacijama.	
CHD	gen	poseduje	veći	broj	 introna	(Griffiths	 i	Korn,	1997)	ali	se	 jedan	od	njih	
–	 uzvodni,	 za	 čiju	 amplifikaciju	 se	 koriste	 prajmeri	 2550F/2718R	 (Fridolfsson	 i	
Ellegren,	1999),	koristi	pri	determinaciji	pola	ptica.	Navedeni	prajmeri	se	vezuju	




Upravo	 zbog	 visoke	 konzervativnosti,	 analize	 navedenog	 gena	 su	 značajne	 i	
za	proučavanje	evolucije	polnih	hromozoma	ptica	 i	mehanizama	nasleđivanja	 i	
razvoja	pola.	Nakon	postavlјenih	osnova,	nastavlјena	su	istraživanja	CHD	gena,	
proučavanja	 njegove	 konzervisanosti	 i	 evolucije,	 a	 sve	 u	 cilјu	 pronalaženja	
protokola	 za	 determinaciju	 pola	 koji	 bi	 bio	 funkcionalan	 kod	 svih	 vrsta	 ptica	
(Vučićević	 i	 sar.,	 2012a;	Vučićević	 i	 sar.,	 2012b).	Za	 razliku	od	svih	prethodno	
navedenih	 metoda	 određivanja	 pola	 kod	 ptica,	 jedino	 molekularno	 genetičke	
metode,	bazirane	na	analizi	CHD	gena,	objedinjuju	pouzdanost,	ekonomičnost	





od	 opremlјenosti	 laboratorije	 u	 kojoj	 se	 vrše	 analize,	 dostupnosti	 uzoraka	






Savremena	 istraživanja	 su	 pokazala	 da	 se	 CHD	 gen	 može	 koristiti	 kao	
univerzalni	molekularni	marker	 za	 određivanje	 pola	 ptica	 letačica,	 da	 se	 perje	
može	smatrati	uzorkom	koji	je	najbolјe	koristiti	za	molekularno	genetičke	analize	
pola	 kod	živih	ptica	 i	 da	 se	par	prajmera	2550F/2718R	kod	svih	ptica	 letačica	
može	 koristiti	 za	 određivanje	 pola	 (Stevanov	Pavlović	 i	 sar.,	 2013;	 Vučićević	 i	
sar.,	 2013;	 Vučićević,	 2014).	 Dalja	 istraživanja	 bi	 svakako	 trebalo	 usmeriti	 ka	













































































































































































































HISTORICAL OVERVIEW OF METHODS FOR SEX DETERMINATION IN BIRDS














ИСТОРИЧЕСКИЙ ОБЗОР МЕТОДОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛА ПТИЦ
Вучичевич Милош, Стеванович Евросима, Шеклер Миланко, 
Ресанович Радмила, Станимирович Зоран
Определение	пола	птиц	преимущественно	является	затруднительным,	так	как	
свыше	 50%	 видов	 мономорфны	 (отсутствуют	 морфологические	 различия	 между	
полами).	До	начала	применения	молекулярно-генетических	методов	использовались	




в	 длине	 последовательностей	 интронов	 гена	CHD	Z-	 и	W-хромосом	 обеспечивает	
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